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La presente invention concerne ['utilisation de substances renfor?ant la resistance de la 
peau en activant la production de Protectin ou precurseur de Protectin par les cellules 
cutanees, notamment dans des compositions cosmetiques ou dermatologiques. Elle se 
rapporte egalement a des compositions contenant de telles substances et a un procede 
5 de selection de composes utilisables dans ces compositions. 

La peau constitue une barriere centre les agressions exterieures, notamment chimiques, 
mecaniques ou infectieuses, et a ce titre un certain nombre de reactions de defense 
contre les facteurs environnementaux (climat, rayons ultraviolets, tabac, ...) et/ou les 
10 xenobiotiques, comme par exemple les micro-organismes, se produisent a son niveau. 
Ces mecanismes de defense sont chez Pindividu en bonne sante efficaces pour eviter la 
propagation defections. 

Cependant, ces mecanismes de defense, s'ils sont benefiques pour I'organisme, peuvent 
15 entraTner des reactions indesirables localement, qui peuvent consister en un simple 
inconfort ou modification de I'apparence, juges inesthetiques par le sujet qui le ressent. 
Dans d'autres cas, ces reactions locales peuvent etre excessives et entraTner elles- 
memes des dereglements du fonctionnement physiologique. I 

20 II serait done souhaitable de pouvoir disposer d'actifs qui protegeraient la peau des effets 
indesirables des reactions de defense de I'organisme, sans toutefois entraver le 
fonctionnement de ces mecanismes indispensables a sa protection contre les agents 
externes. 

25 La peau est constitute de deux compartiments, Tun superficiel, I'epiderme, et un plus 
profond, le derme, qui interagissent. Uepiderme humain nature! est compose 
principalement de trois types de cellules qui sont les keratinocytes, tres majoritaires, les 
melanocytes et les cellules de Langerhans. Chacun de ces types cellulaires contribue par 
ses fonctions propres au role essentiel joue dans I'organisme par la peau, notamment le 

30 role de protection de Torganisme des agressions exterieures appele "fonction barriere". 
Uepiderme est conventionnellement divise en une couche basale de keratinocytes 
constituant la couche germinative de Tepiderme, une couche dite epineuse constitute de 
plusieurs couches de cellules polyedriques disposees sur les couches germinatives, une 
a trois couches dite granuleuses constitute de cellules aplaties contenant des inclusions 

35 cytoplasmiques distinctes, les grains de keratohyaline et enfin la couche cornee (ou 
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stratum corneum), constitute d'un ensemble de couches de keratinocytes au stade 
terminal de leur differentiation appeles corneocytes. 

Le derme fournit a I'epiderme un support solide. C'est egalement son element nourricier. 
II est principalement constitue de fibroblastes et d'une matrice extracellulaire composee 
majoritairement de collagene, d'elastine et d'une substance, dite substance 
fondamentale. Ces composants sont synthetises par les fibroblastes. On y trouve aussi 
des leucocytes, des mastocytes ou encore des macrophages tissulaires. Enfin, le derme 
est traverse par des vaisseaux sanguins et des fibres nerveuses. 

La cohesion entre I'epiderme et le derme est assuree par la jonction dermo-epidermique. 
C'est une region complexe d'une epaisseur de 100 nm environ qui comprend le pole 
basal des keratinocytes basaux, la membrane epidermique et la zone sous-basale du 
derme superficiel. 

La protection contre les facteurs externes implique notamment I'activation du 
complement, par une voie specifique d'un anticorps ou par une voie alterne constituant 
un moyen de defense immediat. Le complement est constitue d'une vingtaine de 
proteines circulantes dont i'activation en cascade est a I'origine de I'apparition d'activites 
biologiques variees, telles que la lyse cellulaire, bacterienne ou virale. Dans des 
situations physiologiques, il contribue notamment a la protection bacterienne et a la 
coagulation des plaies. II a pour vocation d'etre active rapidement et de fagon localisee. 
L'activation du complement contribue cependant de fa?on significative a la pathogenese 
d'etats inflammatoires et a certains mecanismes de reactions autoimmunes. 

Ces phenomenes ont notamment pour origine Tattaque des membranes cellulaires par le 
complexe forme par I'activation du complement, lorsque son activation se retourne contre 
les propres constituants cellulaires de I'organisme agresse. 

De maniere inattendue, la demanderesse a maintenant trouve que certains composes 
etaient capables d'activer specifiquement la production endogene d'une proteine 
permettant de proteger les cellules, en particulier les cellules cutanees, contre ces 
attaques, sans pour autant diminuer les defenses de I'organisme contre les agents 
externes. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet Tutilisation d'au moins un modulateur, 
en particulier un activateur, de la production de Protectin ou d'un precurseur de Protectin 
dans une composition cosmetique ou pour la preparation d'une composition destinee a 
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ameliorer la resistance de la peau, des muqueuses et/ou du cuir chevelu aux effets 
secondaires non specifiques de I'activation du complement. Avantageusement, la 
composition est destinee a etre appliqu6e topiquement sur la peau, les muqueuses et/ou 
le cuir chevelu. 

5 

La Protectin, aussi appelee CD59, est une glycoproteine natureilement presente dans la 
peau qui fait partie des regulateurs physiologiques du complement. Sa structure a 
notamment ete decrite par Sawada et al (DNA Cell Biol, 1990, 9(3): 213-20). Elle a en 
particulier pour fonction de reguler a la baisse la formation du complexe d'attaque des 
10 membranes cellulaires. (Venneker et al, Exp Clin Immunogenet, 1992, 33-47) 

Les compositions selon I'invention renforceront la resistance de fa peau, des muqueuses, 
ou des follicules pileux aux effets secondaires de Pactivation du complement et 
amelioreront done sa tolerance. Les composes modulant, et notamment stimulant la 
15 production endogene de Protectin ou de precurseur de Protectin ou les compositions les 
contenant sont ainsi destines a limiter les effets cutanes non specifiques de ('activation du 
complement. En particulier, il s'agira de compositions ou d'actifs apaisants et/ou anti- 
irritants, lis diminuent ainsi ('apparition de rougeurs ou de petits boutons disgracieux. 

20 Les compositions et/ou les activateurs de la production endogene de Protectin ou 
precurseur de Protectin selon I'invention sont ainsi utiles pour prevenir, diminuer ou traiter 
Perytheme, en particulier Perytheme solaire. En effet, le role du complement dans les 
reactions accompagnant une exposition trop prolongee de la peau aux rayonnements 
UV, en particulier UV B a ete montre, et la protection des membranes des cellules contre 

25 les complexes resultant de son activation reduira ses effets lies a une hyper reactivite 
cutanee. 

Selon un autre aspect de I'invention, Pactivateur ou la composition le contenant sont 
destines a traiter les peaux acneiques ou a tendance acneique. Plus particulierement, 
30 Pactivateur ou la composition seront destines au soin des peaux pre-acneiques et/ou 
seborrheiques pour prevenir ou attenuer les rougeurs liees a Pirritation du follicule pileux. 

Les activateurs de la production endogene de Protectin ou de precurseur de Protectin 
seront utiles selon I'invention pour diminuer les signes de la couperose et de maniere 
35 generate les manifestations inesthetiques de fragilite capillaire telles que Papparition de 
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rougeurs localisees en cas de frottements repetes, lies par exemple a desmouchages 
reiteres en cas de rhume. 

Selon encore un autre des aspects de Pinvention, les compositions ou les activateurs de 
5 la production endogene de Protectin ou de precurseur de Protectin sont destines au 
traitement des peaux sensibles. 

Les sujets dits a peaux sensibles ou a cuir chevelu sensible constituent un ensemble 
desormais bien identifie. lis se caracterisent par un ensemble de symptomes qui sont en 

10 particulier des signes subjectifs tels que des sensations dysesthesiques. On entend par 
sensations dysesthesiques des sensations plus ou moins douloureuses ressenties dans 
une zone cutanee comme les picotements, fourmillements, demangeaisons ou prurits, 
echauffements, inconforts, tiraillements, etc. Les peaux sensibles peuvent etre scindees 
en deux grandes formes cliniques, les peaux irritables et/ou reactives, et les peaux 

15 intolerantes. Les autres signes pouvant etre assoctes aux sensations dysesthesiques 
sont les rougeurs ou erytheme, des dartres, et, dans le sous-groupe des peaux 
intolerantes une hyperseborrhee. La caracteristique essentielle de la peau sensible est, 
un mecanisme de reponse a des facteurs exterieurs, qui peut concerner tout individu, 
meme si les individus dits a peau sensible y reagissent plus vite que les autres. Ce 

20 mecanisme n'est cependant pas immunologique, il est aspeciftque. 

Les cuirs chevelus "sensibles" ont une semiologie clinique plus univoque : les sensations 
de prurit et/ou de picotements et/ou d'echauffements sont essentieliement declenches 
par des facteurs locaux tels que frottements, savon, tensioactifs, eau dure a forte 
concentration de calcaire, shampooings ou lotions. Ces sensations sont aussi parfois 

25 declenchees par des facteurs tels que I'envirdnnement, les emotions et/ou les aliments. 
Un erytheme et une hyperseborrhee du cuir chevelu ainsi qu'un etat pelliculaire sont 
frequemment associes aux signes precedents. 

Pour determiner si une peau est sensible ou non, on peut effectuer un test a la 
capsaicine, tel que decrit notamment dans le brevet EP 723 774. 

30 

Une peau sensible n'est done pas obligatoirement une peau allergique. En effet, une 
peau allergique est une peau qui reagit a un agent exterieur, un allergene, qui declenche 
une reaction d'allergie. II s'agit d'un processus immunologique mettant justement en 
oeuvre la voie d'activation du complement qui ne se produit que lorsqu'un allergene est 
35 present et qui ne touche que les sujets sensibilises. Selon un autre des aspects de 
I'invention, les compositions ou les activateurs de la production endogene de Protectin ou 
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d'un precurseur de Protectin sont destines, tout en n'eiiminant pas la reaction allergique, 
a en limiter les consequences deleteres au niveau des tissus cutanes en empechant les 
proteines du complement de venir detruire les membranes cellulaires du tissu infiltre. 

5 Selon une variante de I'invention, les compositions et/ou les activateurs de la production 
de Protectin ou d'un precurseur de Protectin seront utilises pour prevenir et/ou diminuer 
Tapparition de cheveux ou de poils gris ou blancs chez I'etre humain, appelee canitie. En 
effet, on sait que lors du blanchissement des cheveux ou des poils, les melanocytes sont 
detruits par le systeme immunitaire. ^utilisation d'un activateur de la production de 
10 Protectin ou de precurseur de Protectin aidera les melanocytes a se proteger de cette 
agression. 

Dans certaines situations meme, il a ete montre qu'une composante inflammatoire 
v incluant des mfiltrats perifolliculaires pouvait entraver la pousse des cheveux, voire etre 

15 responsable de leur chute. Dans ces situations dites alopeciques, I'activateur ou la 
composition seront destines au soin des cuirs chevelus caracteris6s par une chute 
anormalement elevee de cheveux pouvant entramer un degarnissement. , 
Selon une autre variante de ('invention, les compositions et/ou les activateurs de la 
production de Protectin ou de precurseur de Protectin seront utilises pour prevenir et/ou 

20 diminuer la chute des cheveux, et/ou pour ameliorer la densite capillaire, en diminuant 
I'activite de la cascade du complement, responsable en partie de la rigidification de la 
gaine folliculaire (Mahe et al, Int. J. Dermatol.). 

Un autre des objets de I'invention est I'utilisation d'au moins un activateur de la 
25 production de Protectin ou precurseur de Protectin pour la preparation d'une composition 
destinee a etre appliquee sur la peau, les muqueuses et/ou le cuir chevelu, ladite 
composition et/ou I'activateur etant destines au traitement d'au moins une affection et/ou 
d'au moins un signe associe a une affection choisie parmi I'herpes, le psoriasis, I'allergie, 
la dermatite seborrheique, les affections provoquees par Pityrosporum ovale ou 
30 Malassezia, notamment Malassezia furfur, les ulceres chroniques de la peau, Turticaire et 
les maladies immunologiques, notamment les dereglements du systeme d'activation du 
complement. Plus specifiquement, I'activateur ou la composition le contenant sont 
destines a prevenir ou diminuer les signes cutanes associes a ces affections, en 
particulier aux peaux allergiques. 



35 
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Avantageusement, les compositions ou ies activateurs selon I'invention seront utilises 
chez les sujets herpetiques, en traitement de relais entre deux poussees eruptives, ces 
poussees eruptives se traduisant notamment par une reaction communernent appelee 
"bouton de fievre". 

5 

L'invention a done egalement pour objet des compositions cosmetiques, dermato- 
cosmetiques ou dermatologiques contenant au moins un activateur de la production 
endogene de Protectin ou d'un precurseur de Protectin. 

10 L'activateur de la production de Protectin ou de precurseur de Protectin peut etre toute 
substance ou tout melange de substances susceptibles de stimuler la synthese de cette 
glycoproteine par les cellules, en particulier par les cellules cutanees. II peut s'agir 
notamment d'extraits d'organismes mono ou pluricellulaires, tels que des extraits 
veg6taux complexes ou purifies, ou de composes chimiquement definis, ainsi que les 

1 5 melanges de ceux-ci. 

Avantageusement, l'activateur de production de Protectin ou de precurseur de Protectin 
sera choisi dans le groupe comprenant: les extraits de bacteries, en particulier de 
bacteries filamenteuses non photosynthetiques, les bacteries lactiques et leurs extraits, 
20 en particulier des genres Lactobacillus ou Bifidibacterium, les extraits de Ginseng, en 
particulier les saponines telles que les ginsenosides, en particulier ies ginsenosides Rb1 
et Rg1, leurs derives et leurs melanges. 

De preference, si l'activateur est un extrait total de Vitreoscilla filiformis, il est associe a 
au moins un autre activateur de la production de Protectin ou de precurseur de Protectin. 

25 En effet, les extraits de Vitreoscilla filiformis sont particulierement utiles pour stimuler la 
production endogene de protectin par les keratinocytes. lis seront avantageusement 
associes a des composes capables de stimuler la production endogene de Protectin ou 
d'un precurseur de Protectin soit par les keratinocytes, soit par d'autres types cellulaires 
cutanes, en particulier par les fibroblastes. Avantageusement la composition contient au 

30 moins un activateur de la production de Protectin ou d'un precurseur de Protectin par les 
keratinocytes, associe a au moins un activateur de la production de Protectin ou d'un 
precurseur de Protectin par les fibroblastes. En particulier, l'activateur de la production de 
la Protectin ou precurseur de Protectin est choisi parmi les extraits de bacteries 
filamenteuses non photosynthetiques et l'activateur de production de Protectin ou 

35 precurseur de Protectin par les fibroblastes est choisi dans le groupe comprenant les 
extraits de ginseng et les ginsenosides . 
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Par extrait de bacteries filamenteuses non photosynthetiques, on entend aussi bien le 
surnageant de culture desdites bacteries, la biomasse obtenue apres culture desdites 
bacteries ou encore les extraits de la biomasse obtenus par traitement de cette 
5 biomasse. 

Les extraits de bacteries selon I'invention sont prepares a partir de bacteries 
filamenteuses non photosynthetiques telles que definies selon la classification du 
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (vol. 3, sections 22 et 23, 9°edition, 1989), 
parmi lesquelles on peut citer les bacteries appartenant a Pordre des Beggiatoales, et 
10 plus particuli&rement les bacteries appartenant aux genres Beggiatoa, Vitreoscilla, 
Flexithrix ou Leucothrix. 

Les bacteries qui viennent d'etre definies et dont plusieurs ont deja ete decrites ont 
generalement un habitat aquatique et peuvent etre trouvees notamment dans des eaux 
15 marines ou dans des eaux thermales. Parmi les bacteries utilisables, on peut citer par 
exemple : 

Vitreoscilla filiformis (ATCC 1 5551 ) 
Vitreoscilla beggiatoides (ATCC 43181) 
20 Beggiatoa alba (ATCC 33555) 

Flexithrix dorotheae (ATCC 231 63) 
Leucothrix mucor (ATCC 251 07) 
Sphaerotilus natans (ATCC 13338) 

25 Pour preparer I'extrait selon I'invention, on peut cultiver lesdites bacteries selon les 
methodes connues de I'homme du metier, puis les separer de la biomasse obtenue, par 
exemple par filtration, centrifugation/coagulation et/ou lyophilisation. 
On peut notamment preparer les extraits utilisables selon I'invention, selon le procede 
decrit par la demanderesse dans la demande de brevet WO-A-93/00741 . 

30 Ainsi, apres culture, les bacteries sont concentrees par centrifugation. La biomasse 
obtenue est autoclavee. Cette biomasse peut etre lyophilisee pour constituer ce que Ton 
appelle I'extrait lyophilise. Toute methode de lyophilisation connue de I'homme du metier 
est utilisable pour preparer cet extrait. 

La fraction surnageante de cette biomasse peut egalement etre filtree dans un recipient 
35 sterile pour eliminer les particules en suspension. On obtient ainsi I'extrait denomme par 
ailleurs dans le texte extrait aqueux. 
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La demande EP 604631 decrit des extraits de bacteries filamenteuses comme agent 
stimulant Timmunite non specifique. Or de maniere inattendue, la demanderesse a 
maintenant montre que des extraits de telles bacteries peuvent etre utilises comme 
agents stimulant la synthese endogene de Protectin ou precurseur de Protectin. Selon 
5 d'autres modes de mise en oeuvre de invention, on peut utiliser des extraits decrits dans 
EP765567. 

Par Ginseng, on entend ici la plante Panax ginseng, ainsi que les plantes de la meme 
famille telles que le Panax Notoginseng (San Qi), Panax quinquefolium ou Panax 

10 japonicum; il est utilise dans la medecine traditionnelle pour ses proprietes toniques et 
fortifiantes, en particulier en gerontologie. De nombreux effets ont ete alleguSs, et 
notamment une stimulation de Pimmunite cellulaire et humorale apres injection. On utilise 
generalement des extraits de racine de cette plante, dont il existe deux types principaux, 
le ginseng blanc et le ginseng rouge. Les racines contiennent 0,5 a 3% de saponines 

15 appelees ginsenosides (ou panaxosides), un melange complexe de glycosides de 
dammarane, dont beaucoup presentent un squelette protopanaxadiol ou 
protopanaxatriol. Les principaux ginsenosides sont notes Rb1, Rb2, Rg1. Les extraits de 
ginseng contiennent d'autres composes tels que des sesquiterpenes ou des alcynes- 
alcools. 

20 Des extraits de ginseng particulierement adaptes a la mise en oeuvre de I'invention sont 
enrichis en ginsenosides Rb1 et Rg1, tels que les extraits de Panax notoginseng. 
Avantageusement, les compositions selon I'invention contiennent au moins un 
ginsenoside Rb1 (repondant a la formule brute C54H92O23 ) ou un ginsenoside Rg1 (de 
formule brute C42H72O14). 

25 

Les substances ou composes mentionn6s ont en effet en commun une capacite a 
stimuler la synthese endogene de Protectin ou precurseur de Protectin, comme cela a 
ete trouve de fa<jon surprenante par la demanderesse dans le cadre de la presente 
invention. 

30 Cette propriete a ainsi ete mise en evidence dans un premier temps par la technique dite 
des "c-DNA array", qui permet d'identifier les cibles transcriptomiques des composes et 
d'evaluer Tinduction d'expression des ARN messagers correspondant a la protectin. 
Uidentification de I'induction de la synthase d'ARNm par les composes testes a ete 
completee par des etudes au moyen d'anticorps specifiques de la protectin, qui ont 

35 confirme ('augmentation de la production de la proteine, en particulier par des 
k6ratinocytes ou des f ibroblastes cutan6s. 
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La stimulation de la synthese endogene de Protectin ou de precurseur de Protectin est 
particulidrement avantageuse, puisqu'on aura ainsi la presence de la proteine de 
protection in situ, sans avoir a appliquer une proteine exogene, qui risquerait d'etre 
degradee par les enzymes cutanes, voire rejetee par I'organisme par une reaction de 
5 rejet immunitaire. 

L'homme du metier est ainsi capable, de determiner d'autres activateurs de la production 
de Protectin ou de precurseur de Protectin adaptes a la mise en oeuvre de I'invention. 

10 L'invention a egalement pour objet un procede de selection d'un produit capable de 
proteger les membranes cellulaires, caracterise en ce qu'il comporte une etape 
consistant a mettre le produit a tester en contact avec des cellules cutanees et a 
comparer le taux de protectin ou de precurseur de protectin produit par lesdites cellules 
cutanees, avec le taux de production de cellules cutanees temoin n'ayant pas ete en 

1 5 contact avec le produit a tester. 

En particulier, le produit a tester sera mis en contact avec une culture de cellules 
cutanees. Des exemples non limitatifs de telles culture sont des cultures de fibroblastes a 
confluence ou des cultures de keratinocytes, ou des peaux reconstruites (par exemple 
20 Episkin®). 

On compare alors la quantite d'ARN messager codant pour la protectin synthetise par 
ces cultures avec celles d'une population temoin, de cellules cultivees dans, les memes 
conditions a ('exception du produit a tester. Si le taux d'ARN m est superieur d'un facteur 
d'au moins 1,5, notamment au moins deux fois superieur a celui de la culture temoin, le 

25 produit a tester est considere comme un activateur de la production de Protectin ou de 
precurseur de Protectin et utilisable selon l'invention. De preference, la synthese des 
ARN messagers est augmente d'un facteur superieur ou egal a 2. De preference, la 
technique est mise en oeuvre avec un temoin interne, tel que I'actine, pour verifier la 
specificite de I'induction. 

30 Cette premiere etape est avantageusement completee par des essais montrant une 
augmentation au niveau de la production de la proteine. 

Le produit selectionne protege notamment les membranes cellulaires contre les effets 
non specifiques de I'activation du complement. Le procede de selection selon invention 
35 sera ainsi particulierement adapte pour selectionner des produits, plus ou moins 
complexes, a effets apaisant ou anti-irritant. 
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Selon un mode de realisation avantageux du procede, il permet de selectionner des 
extraits cellulaires enrichis en activite protectin comme par exemple des tapis 
epidermiques utilisables comme greffes de peaux mieux toierees. On met ainsi en 
5 contact un tapis de cellules epidermiques avec au moins un activateur de protectin ou de 
precurseur de Protectin tel que defini precedemment pendant un temps adapte au 
decienchement de la stimulation, puis ces tapis pretraites sont utilises pour des greffes 
de peaux qui seront mieux toierees que des greffons standards. 

10 Selon encore un autre aspect Tinvention concerne un procede dans lequel on stimule des 
cellules en presence des differents extraits selectionnes inducteurs de Protectin ou de 
pr6curseur de Protectin, puis les cellules stimulees sont utilisees, tout ou partie comme 
source de Protectin ou de precurseur de Protectin en vue d'une utilisation directe ou sous 
une forme purifiee . 

15 Uinvention a done egalement pour objet des cellules stimulees in vitro par des activateurs 
de Protectin ou de precurseur de Protectin et des compositions contenant de telles 
cellules stimulees ou des extraits purifies a parti r de cellules ainsi stimulees ou de leur 
milieu de culture. 

20 Un autre des objets de invention est I'utilisation d'au moins un compose choisi parmi les 
extraits de bacteries, en particulier de bacteries filamenteuses non photosynthetiques, les 
extraits de Notoginseng ou de Ginseng, en particulier les saponines telles que les 
ginsenosides Rb1 et Rg1, leurs derives et leurs melanges pour la preparation d'une 
composition destinee a stimuler la production de Protectin ou d'un pr§curseur de 

25 Protectin par les cellules cutan6es. 

Les compositions utilisees selon ('invention peuvent se presenter sous toutes les formes 
adaptees aux applications envisagees, notamment par voie orale ou topique, dans (es 
domaines cosmetique et dermatologique. 

30 

La composition selon I'invention peut ainsi etre appliquee sur toute zone cutanee du 
corps, les cheveux les ongles ou les muqueuses et se presenter sous toute forme 
galenique adaptee par I'homme du metier. Elle peut se presenter notamment sous forme 
d'une solution ou d'une suspension aqueuse ou huileuse, d'une emulsion huile-dans-eau 
35 ou eau-dans-huile ou multiple, d'une emulsion siliconee, d'une microemulsion ou 
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nanoemulsion, d'un gel aqueux ou huileux ou d'un produit anhydre liquide, pateux ou 
solide. 

Pour une application topique sur la peau, la composition peut avoir la forme notamment 
de solution aqueuse ou huileuse ou de dispersion du type lotion ou serum, d'emulsions 
5 de consistance liquide ou semi-liquide du type lait, obtenues par dispersion d'une phase 
grasse dans une phase aqueuse (H/E) ou inversement (E/H), ou de suspensions ou 
emulsions de consistance molle du type creme ou gel aqueux ou anhydre, ou encore de 
microcapsules ou microparticules, ou de dispersions vesiculates de type ionique et/ou 
non ionique. Elle peut egalement etre presentee sous forme de patch ou de systerne a 
10 liberation controlee. Ces compositions sont preparees selon les methodes usuelles. 

Elles peuvent etre egalement utilisees pour les cheveux sous forme de solutions 
aqueuses, alcooliques ou hydroalcooliques, ou sous forme de cremes, de gels, 
d'emulsions, de mousses ou encore sous forme de compositions pour aerosol 
1 5 comprenant egalement un agent propulseur sous pression. 

Pour les yeux, la composition peut se presenter sous forme de gouttes et pour ['ingestion, 
elle peut se presenter sous forme de capsules, de granules, de gels, de pates a macher, 
de sirops ou de comprimes. 

20 ~ 

Les quantites des differents constituants des compositions selon ('invention sont celles 
classiquement utilisees dans les domaines consideres. 

Ces compositions constituent notamment des cremes de nettoyage, de protection, de 
25 traitement ou de soin pour le visage, pour les mains, pour les pieds, pour les grands plis 
anatomiques ou pour le corps, (par exemple cremes de jour, cremes de nuit, cremes 
demaquillantes, cremes de fond de teint, cremes anti-solaires), des masques a laisser 
poser sur la peau ou les cheveux, des fonds de teint fluides, des laits de demaquillage, 
des laits corporels de protection ou de soin, des laits anti-solaires, des lotions, gels ou 
30 mousses pour le soin de la peau, comme des lotions de nettoyage, des lotions anti- 
solaires, des lotions de bronzage artificiel, des compositions pour le bain, des 
compositions desodorisantes comprenant un agent bactericide, des gels ou lotions 
apres-rasage, des cremes epilatoires, des compositions contre les piqures d'insectes, 
des compositions anti-douleur, des compositions pour traiter certaines maladies de la 
35 peau comme I'eczema, la rosacee, le psoriasis, les lichens, les prurits s6veres. 
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Les compositions selon ['invention peuvent egalement consister en des preparations 
solides constituant des savons ou des pains de nettoyage. 

Les compositions peuvent aussi etre conditionnees sous forme de composition pour 
5 aerosol comprenant egalement un agent propulseur sous pression. 

La composition selon invention peut aussi etre une composition pour soins capillaires, et 
notamment un shampooing, une lotion de mise en plis, une lotion traitante, une creme ou 
un gel coiffant, une composition de teintures (notamment teintures d'oxydation) 
10 eventuellement sous forme de shampooings colorants, des lotions restructurantes pour 
les cheveux, une composition de permanente (notamment une composition pour le 
premier temps d'une permanente), une lotion ou un gel antichute, un shampooing 
antiparasitaire, etc. 

15 La composition peut aussi etre a usage bucco-dentaire, par exemple une pate dentifrice. 
Dans ce cas, la composition peut contenir des adjuvants et additifs usuels pour les 
compositions a usage buccal et notamment des agents tensioactifs, des agents 
epaississants, des agents humectants, des agents de polissage tels que la silice, divers 
ingredients actifs comme les fluorures, en particulier le fluorure de sodium, et 

20 eventuellement des agents edulcorants comme le saccharinate de sodium. 

Lorsque la composition est une emulsion, la proportion de la phase grasse peut aller de 5 
% a 80 % en poids, et de preference de 5 % a 50 % en poids par rapport au poids total 
de la composition. Les huiles, les cires, les emulsionnants et les coemulsionnants utilises 
25 dans la composition sous forme d'emulsion sont choisis parmi ceux classiquement 
utilises dans le domaine cosmetique. L'emulsionnant et le coemulsionnant sont presents, 
dans la composition, en une proportion allant de 0,3 % a 30 % en poids, et de preference 
de 0,5 a 20 % en poids par rapport au poids total de la composition. L'emulsion peut, en 
outre, contenir des vesicules lipidiques. 

30 

Lorsque la composition est une solution ou un gel huileux, la phase grasse peut 
representer plus de 90 % du poids total de la composition. 

De fagon connue, la composition cosmetique peut contenir egalement des adjuvants 
habituels dans le domaine cosmetique, tels que les gelifiants hydrophiles ou lipophiles, 
35 les additifs hydrophiles ou lipophiles, les conservateurs, les antioxydants, les solvants, 
les parfums, les charges, les filtres, les absorbeurs d'odeur et les matieres colorantes. 
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Les quantites de ces differents adjuvants sont celles classiquement utilisees dans le 
domaine cosmetique, et par exemple de 0,01 % a 10 % du poids total de la composition. 
Ces adjuvants, selon leur nature, peuvent etre introduits dans la phase grasse, dans la 
phase aqueuse et/ou dans les spherules lipidiques. 

5 

Comme huiles ou cires utilisables dans ('invention, on peut citer les huiles minerales 
(huile de vaseline), les huiles vegetales (fraction liquide du beurre de karite, huile de 
tournesol), les huiles animales (perhydrosqualene), les huiles de synthese (huile de 
Purcellin), les huiles ou cires siliconees (cyclomethicone) et les huiles fluorees 
10 (perfluoropolyethers), les cires d'abeille, de carnauba ou paraffine. On peut ajouter a ces 
huiles des alcools gras et des acides gras (acide stearique). 

Comme emulsionnants utilisables dans ('invention, on peut citer par exemple le stearate 
de glycerol, le polysorbate 60 et le melange de PEG-6/PEG-32/Glycol Stearate vendu 
15 sous la denomination de Tefose R 63 par la societe Gattefosse. 

Comme solvants utilisables dans ('invention, on peut citer les alcools inferieurs, 
notamment I'ethanol et I'isopropanol, le propylene glycol. 

20 Comme gelifiants hydrophiles utilisables dans ('invention, on peut citer les polymeres 
carboxyvinyliques (carbomer), les copolymeres acryliques tels que les copolymeres 
d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamides, les polysaccharides tels. que 
I'hydroxypropylcellulose, les gommes naturelles et les argiles, et, comme gelifiants 
lipophiles, on peut citer les argiles modifiees comme les Bentones®, les sels metalliques 

25 d'acides gras comme les stearates d'aluminium et la silice hydrophobe, ethylcellulose, 
polyethylene. 

La quantite d'activateur de Protectin ou de precurseur de Protectin present dans les 
compositions selon I'invention sera adaptee par I'homme du metier pour obtenir I'activite 
30 protectrice recherchee, selon le type d'activateur utilise. A titre indicatif, la quantite 
d'activateur dans les compositions sera comprise entre 0,001% et 10% en poids par 
rapport au poids total de la composition, de preference de 0,01 a 5%; en particulier elle 
sera d'au moins 0, 1 %. 

35 La composition peut contenir d'autres actifs hydrophiles comme les proteines ou les 
hydrolysats de proteine, les acides amines, les polyols, I'uree, I'allantoine, les sucres et 
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les derives de sucre, les vitamines hydrosolubles, les extraits vegetaux et les 
hydroxyacides. 

Comme actifs lipophiles, on peut utiliser le retinol (vitamine A) et ses derives, le 
5 tocopherol (vitamine E) et ses derives, les acides gras essentiels, les ceramides, les 
huiles essentielles, I'acide salicylique et ses derives. 

Selon invention la composition peut associer au moins un activateur de la production 
endogene de Protectin ou de precurseur de Protectin a d'autres agents actifs destines 
10 notamment a la prevention et/ou au traitement des affections cutanees. Parmi ces 
agents actifs, on peut citer a titre d'exemple : 

- les agents hydratants qui peuvent etre : 

- soit un compose agissant sur la fonction barriere, en vue de maintenir Phydratation du 
stratum corneum, ou un compose occlusif. On peut citer les ceramides, les composes a 

15 base sphingoide, les lecithines, les glycosphingolipides, les phospholipides, le 
cholesterol et ses derives, les phytosterols (stigmasterol, p-sitosterol, campesterol), les 
acides gras essentiels, le 1-2 diacylglycerol, la 4-chromanone, les triterpenes 
pentacycliques tels que I'acide ursolique, la vaseline et la lanoline ; 

- soit un compose augmentant directement la teneur en eau du stratum corneum, tel que 
20 le threalose et ses derives, I'acide hyaluronique et ses derives, le glycerol, le 

pentanediol, le pidolate de sodium, la serine, le xylitol, le lactate de sodium, le 
polyacrylate de glycerol, I'ectoTne et ses derives, le chitosane, les oligo- et 
polysaccharides, les carbonates cycliques, I'acide N-lauroyl pyrrolidone carboxylique, et 
la N-a-benzoyl-L-arginine ; 

25 - les agents modulant la differenciation et/ou la proliferation cutanee tels que I'acide 
retinoTque et ses isomeres, le retinol et ses esters, la vitamine D et ses derives; les 
agents stimulant la proliferation des fibroblastes peuvent etre choisis par exemple parmi 
les proteines ou polypeptides vegetaux, extraits notamment du soja (par exemple un 
extrait de soja commercialise par la societe LSN sous la denomination Eleseryl SH-VEG 

30 8® ou commercialise par la societe SILAB sous la denomination commerciale 
Raffermine®) ; et les hormones vegetales telles que les giberrellines et les cytokinines. 
Les agents stimulant la proliferation des keratinocytes, utilisables dans la composition 
selon Tinvention, comprennent notamment les retinoides tels que le retinol et ses esters, 
dont le palmitate de retinyle; les extraits de tourteaux de noix commercialisms par la 

35 societe GATTEFOSSE; et les extraits de Solanum tuberosum commercialises par la 
societe SEDERMA. 
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Les agents stimulant la differentiation des keratinocytes comprennent par exemple ies 
mineraux tels que le calcium ; Pextrait de lupin commercialise par la societe SI LAB sous 
la denomination commerciale Photopreventine®; le beta-sitosteryl sulfate de sodium 
commercialise par la societe SEPORGA sous la denomination commerciale 
Phytocohesine®; et I'extrait de mais commercialise par la societe SOLABIA sous la 
denomination commerciale Phytovityl®. 

- le lycopene, les carotenotdes et la luteine 

- les agents depigmentants comme par exemple les composes suivants : Pacide 
kojique; I'acide ellagique; Parbutine et ses derives tels que ceux decrits dans les 
demandes EP-895 779 et EP-524 109; I'hydroquinone ; les derives d'aminophenol tels 
que ceux decrits dans les demandes WO 99/10318 et WO 99/32077, et en particulier le 
N-cholesteryloxycarbonyl-para-aminoph6noI et le N-ethyloxycarbonyl-para-aminophenol; 
les derives d'iminophenol* en particulier ceux decrits dans la demande WO 99/22707; 
I'acide L-2-oxothiazolidine-4-carboxylique ou procysteine, ainsi que ses sets et esters; 
Pacide ascorbique et ses derives, notamment le glucoside d'ascorbyle; et les extraits de 
plantes, en particulier de reglisse, de murier et de scutellaire, sans que cette liste soit 
limitative. La composition selon la presente invention comprenant les agents 
depigmentants cites ci-dessus est avantageusement destinee a la prevention. ou au 
traitement des hyperpigmentations, en particulier des taches pigmentaires liees au 
vieillissement de la peau. 

- les agents pro-pigmentants: on peut citer Pextrait de pimprenelle (Sanguisorba 
officinalis) commercialise par la societe MARUZEN et les extraits de chrysantheme 
(Chrysanthemum morifolium). La composition renfermant les agents pro-pigmentants 
cites precedemment est de preference destinee au traitement de la canitie. 

- les antibacteriens tels que le phosphate de clindamycine, I'erythromycine ou les 
antibiotiques de la classe des tetracyclines ; 

- les antiparasitaires, en particulier le metronidazole, le crotamiton ou les 
pyrethrinoides ; 

- les antifongiques, en particulier les composes appartenant a la classe des imidazoles 
tels que Peconazole, le ketoconazole ou le miconazole ou leurs sels, les composes 
polyenes, tels que Pamphotericine B, les composes de la famille des allylamines, tels 
que la terbinafine, ou encore Poctopirox ; 

- les agents anti-inflammatoires non-steroTdiens tels que Pibuprofene et ses sels, le 
diclofenac et ses sels, Pacide acetylsalicylique, Pacetaminophene ou Pacide 
glycyrrhetinique ; 

- les agents anti-inflammatoires susceptibles d'inhiber les principales enzymes 
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impliquees dans le processus inflammatoire (cascade de I'acide arachidonique), a 
savoir: les phospholipases A2 (PLA2) ; les lipoxygenases (Lox) ; et les prostaglandines 
humaines synthetases (PGHS). Parmi les matieres premieres efficaces pour inhiber au 
moins une de ces enzymes, on peut citer de fagon non limitative les actifs suivants : les 
5 triterpenes pentacycliques et les extraits de plante(ex : Glycyrrhiza glabra) en contenant 
comme I'acide p-glycyrrhetinique et ses sels et/ou ses derives (I'acide glyyrrhetique 
monoglucuronide, le stearyl glycyrrhetinate, I'acide 3- stearoyloxy glycyrrhetique), I'acide 
ursolique et ses sels, I'acide oleanolique et ses sels, I'acide betulinique et ses sels, 
I'extrait de Paeonia suffruticosa et / ou lactiflora, Thuile de calophilum, les sels de I'acide 

10 salicylique et en particulier le salicylate de zinc, les phycosaccharides anti- 
inflammatoires (hydrolysed algin ou hydrolysed algin and zinc sulfate) de la societe 
Codif, la phlorogine (laminaria saccharina) de Secma, I'huile de Canola, de Tamanu, de 
calophillum, I'p-bisabolol et les extraits de camomille, I'allantoine, le Sepivital EPC 
(diesterphosphorique de vitamine E et C) de Seppic, les huiies insaturees en omega 3 

15 telles que les huiies de rosier musca, de cassis, d'ecchium, de poisson, I'omega 
plancton (plancton extract) de Secma, le lipacide C8G ( capriloyl glycine) de Seppic, le 
Seppicalm VG (sodium palmitoylproline and nymphea alba) de Seppic, I'extrait d'epilobe, 
I'extrait du pygeum, le Soothex ( extrait de boswellia serrata) de Quest, le phytoplenolin 
(extrait de centipeda cunnighami) de Bio-Botanica, I' helioxine (extrait d'helianthus 

20 annuus) de Silab, la Sensiline (linum usitatissimum) de Silab, les tocotrienols, les extraits 
de Cola nitida, le piperonal, I'extrait de clou de girofle, I'extrait d'epilobe (Epilobium 
Angustifolium) I'aloe vera, la bacocalmine (extrait de bacopa moniera) de SEDERMA, 
les phytosterols, la cortisone, I'hydrocortisone, I'indometacine la beta methasone et le 
NDGA. 

25 - les agents anesthesiques tels que le chlorhydrate de lidocaine et ses derives ; 

- les agents aritiprurigineux comme la thenaldine, la trimeprazine ou la cyproheptadine; 

- les agents keratolytiques tels que les acides alpha- et beta-hydroxycarboxyliques ou 
beta-cetocarboxyliques, leurs sels, amides ou esters et plus particulierement les 
hydroxyacides tels que facide glycolique, I'acide lactique, I'acide salicylique, I'acide 

30 citrique et de maniere generate les acides de fruits, et I'acide n-octanoyl-5-salicylique ; 

- les agents anti-radicaux libres, tels que la vitamine E ou I'alpha-tocopherol ses 
derives ou ses esters tels que I'acetate de tocopheryle, certains chelatants de metaux ou 
Tacide ascorbique et ses esters; les bioflavonoTdes; le co-enzyme Q10 ou ubiquinone; 
certaines enzymes comme la catalase, les superoxyde dismutase, la lactoperoxydase, le 

35 glutathion peroxydase et les quinones reductases; le glutathion; le benzylidene 
camphre; les benzylcyclanones; les naphtalenones substitutes; les pidoiates; le 
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phytantriol; le gamma-oryzanol; les lignanes; et la melatonine. 

- les anti-seborrheiques tels que la progesterone; 

- les actifs anti-chute tels que I'aminexil decrit dans la demande EP 540629, ou des 
agonistes des canaux potassium incluant le minoxidil ou 2,4-diamino 6- 

5 piperidinopyrimidine et ses derives, les inhibiteurs de lipoxygenase tels que decrits dans 
EP 648488, les inhibiteurs de bradyknine decrits notamment dans EP 845700, les 
prostaglahdines et leurs derives, les vasodilatateurs et les anti-androgenes, 

- les inhibiteurs de 5a-reductase choisis notamment parmi les retinoTdes, et en 
particulier le retinol ;le soufre et les derives soufres ;les sels de zinc tels que le lactate, le 

10 gluconate, le pidolate, le carboxylate, le salicylate et/ou le cysteate de zinc ;le chlorure 
de selenium ;la vitamine B6 ou pyridoxine ;le melange de capryloyl glycine, de sarcosine 
et d'extrait de cinnamomum zeylanicum commercialise notamment par la societe 
SEPPIC sous la denomination commerciale Sepicontrol A5®;un extrait de Laminaria 
saccharina commercialise notamment par la societe SECMA sous la denomination 

15 commerciale Phlorogine® ;un extrait de Spiraea ulmaria commercialise notamment par 
la societe SILAB sous la denomination commerciale Sebonormine® ;des extraits de 
vegetaux des especes Arnica montana, Cinchona succirubra, Eugenia caryophyllata, 
Humulus lupulus, Hypericum perforatum, Mentha piperita, Rosmarinus officinalis, Salvia 
officinalis et Thymus vulgaris, tous commercialises par exemple par la societe 

20 MARUZEN ; un extrait de Serenoa repens commercialise notamment par la societe 
EUROMED ; des extraits de plantes du genre Silybum ; des extraits vegetaux contenant 
des sapogenines et en particulier les extraits de Dioscorees riches en diosgenine ou 
hecogenine ; et des extraits d'Eugenia caryophyllata contenant de I'eugenol et du 
glucoside d'eugenyle. Ces agents seront presents en particulier dans des compositions 

25 destinees a prevenir et/ou traiter la seborrhee et/ou la chute des cheveux. 

- les antipelliculaires comme I'octopirox ou la pyrithione de zinc ; 

- les antiacneiques comme Pacide retinoique ou le peroxyde de benzoyle ; 

- les extraits vegetaux ou d'origine microbienne, 

30 Avantageusement, la composition selon invention comprendra des nanospheres ou des 
microspheres, telles que decrits par exemple dans les demandes de brevet EP447318, 
EP557489, EP1 151741 , EP1201219 ou WO 97/12602 

Selon un mode de realisation particulier de ('invention, les compositions contiennent au 
35 moins un activateur de la production de Protectin ou d'un precurseur de Protectin en 
association avec au moins un compose connu comme ayant un effet secondaire irritant. 
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Les produits irritants auxquels s'applique ('invention sont notamment les parfums, les 
tensioactifs (ioniques ou non-ioniques), les conservateurs, certains filtres solaires, les 
solvants organiques, les solutions alcooliques et certains actifs cosmetiques, 
5 pharmaceutiques ou dermatologiques. 

En particulier, les produits a effet secondare irritant sont choisis parmi les a-hydroxy- 
acides (glycolique, lactique, malique, citrique, tartrique, mandelique ), les 0-hydroxy- 
acides (acide salicylique et ses derives), les a-ceto-acides, les p-ceto-acides, les 

10 retinoTdes (retinol et ses esters, retinal, acide retinoTque et ses derives, retinoTdes, 
notamment ceux decrits dans les documents FR-A-2 570 377, EP-A-1 99636, EP-A- 
325540, EP-A-402072), les anthralines (dioxyanthranol), les anthranoides, les peroxydes, 
le minoxidil, les sels de lithium, les antimetabolites, la vitamine D et ses derives, les 
teintures ou colorants capillaires (paraphenylenediamine et ses derives, les 

15 aminophenols), les solutions alcooliques parfumantes (parfums, eaux de toilette, apres 
rasage, deodorants), les agents antitranspirants (certains sels d'aluminium), les actifs 
depilatoires ou de permanentes (thiols), les depigmentants (hydroquinone), les actifs 
antipoux (pyrethrine). 

20 Uinvention a egalement pour objet un procede cosmetique pour ameliorer la resistance 
de la peau aux effets de I'activation non specifique du complement, caracterise en ce 
qu'on applique topiquement au moins un activateur de la production de Protectin ou d'un 
precurseur de Protectin, susceptible d'etre obtenu par le procede de selection decrit plus 
haut. 

25 

Exemple 1 - Mesure de I'augmentation de la synthese de protectin (CD 
59) par Vitreoscilla filiformis 

30 I. Materiel et methodes. 

- Cultures cellulaires et traitement : 

Les etudes sont realisees sur keratinocytes epidermiques humains normaux en culture. 
Les keratinocytes sont cultives en milieu SFM sans extrait pituitaire et EGF. 
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Les extraits de Vitreoscilla filliformis ATCC1551 obtenus suivant les protocoies decrits 
dans le brevet WO-A-93/00741 ont ete appliques sur les cellules a la concentration de 
0.1 % (p/v). Le temps de contact a ete de 18 heures. 

5 - cDNA array : 

La methodologie utilis^e est celle preconisee par Clontech (Palo Alto, USA). 
L'extraction/purification de TARN total de chaque culture a conduit a Pisolerrient de 
quantites d'ARN total de Pordre de 100 a 150 |jg. Les solutions d'ARN total sont traitees 
par la DNAse I pour eliminer toute trace d'ADN contaminant, selon les recommandations 
10 du fournisseur. La qualite de TARN a ensuite ete verifiee sur gel d'agarose et les 
solutions d'ARN ont ete ajustees a 1 jjg/ml. 

L'etape suivante a ete la purification des ARN messagers (ARNm) par hybridation des 
extr6mites poly(A) des ARNm a des amorces oligo(dT) biotinylees et capture selective 
sur billes de streptavidine, selon le protocole Atlaspure (Clontech). Les sondes ADN 

15 marquees au 33 P ont ete realisees par reverse-transcription des ARNm lies sur billes de 
poly(dT), a Paide d'un pool de primers specifiques des sequences immobilisees sur les 
membranes ( arrays ), en presence de (a 33 P)-dATP. Cette etape a utilise les reactifs et le 
protocole preconise par Clontech. Les sondes marquees ont ete purifiees par 
chromatographie sur colonne ^exclusion et la qualite et Pequivalence des sondes 

20 marquees a ete evaluee par comptage en scintillation liquide. 

Des membranes de cDNA array ont ete pre-traitees puis les cDNAs immobilises sur 
chaque membrane ont ete hybrides (68°C, une nuit) aux sondes marquees 
correspondantes. Les filtres ont ensuite ete laves et places dans des sacs plastiques 
individuels pour analyse. Uanalyse a eu lieu par quantification directe de la radioactivite 

25 des spots a Paide d'un phospholmager Cyclone (Packard). Les resultats sont exprimes 
en unites relatives depression (RE, radioactivite du spot correspondant a chaque gene, 
corrig6 du bruit de fond et des differences d'intensite de marquage des sondes). 

- RT-Q-PCR : 

30 Les couples de primer utilises dans cette etude sont la CD 59 glycoprotein precursor 
(CD59, taille du fragment amplifie 321 pb) et des amorces de sequence d'actine (450 pb) 
Les ARN totaux sont extraits a Paide de Tri-Reagent selon le protocole preconise par le 
fournisseur. Elle est suivie d'une nouvelle extraction par du chloroforme et d'une 
precipitation a Pisopropanol. Les traces d'ADN potentiellement contaminantes sont 

35 eliminees par traitement avec le systeme DNA-free (Ambion). La reaction de reverse- 
transcriptase est ensuite realisee en presence de Pamorce oligo(dT) et de Penzyme 
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Superscript II (Gibco). Cette etape est suivie d'une quantification, par fluorescence, de 
I'ADNc synthetise et ajustement des concentrations a 150 ng/ml. Une nouvelle 
quantification de chaque ADNc, apres dilution finale, est realisee avant la reaction de 
PCR. 

5 

Les reactions de PCR (polymerase chain reactions) ont ete realisees par PCR 
quantitative avec le systeme « Light Cycler » (Roche Molecular Systems Inc.) et selon les 
procedures recommandees par le fournisseur. Le melange reactionnel (10 pi final) 
introduit dans les capillaires d'un thermocycleur est compose de 2.5 pi d'ADNc, des 
10 amorces des deux marqueurs, du melange reactionnel (Roche) contenant Penzyme taq 
DNA polymerase, le marqueur SYBR Grenn I. Les conditions de la PCR sont les 
suivante : activation de 10 min. a 95°C, reactions de PCR en 40 cycles, fusion 5 sec a 95 
°C puis 5 sec. a 60 °C. 

Uanalyse de fluorescence dans TADN amplifie est mesuree en continu au cours des 
15 cycles de PCR. La valeur moyenne de I'expression relative (RE) est exprimee en Unites 
Arbitraires (UA) calculees a partir des valeurs de cycles de deux PCRs independantes 
selon la formule suivante : (1/2 nombrede c v c,es ) x 10 6 . 

Les resultats d'expression de CD 59 sont comparees a celle de I'actine afin de prendre 
en compte les eventuels ecarts de concentration cellulaire dans les deux populations 
20 cellulaires. 

- Etude en cvtometrie de flux : 

Les cellules sont pre-cultivees a forte densite pendant 48 heures puis traitees ou non par 
le produit a I'essai pendant 24 ou 48 heures. Les cellules sont trypsinisees puis rincees 

25 par une solution PBS/2 % SVF. Les cellules sont transferees en tubes Eppendorf et 
centrifugees 5' a 1500 rpm. Les cellules sont fixees par une solution PBS-formol a 4 % 
final, 30 J a temperature ambiante et a Pobscurite. elles sont ensuite permeabilisees a 
I'aide d'une solution 0.1 % Triton-X100 / 0.1 % citrate. Le marquage des cellules est 
realise en presence d'anticorps anti-CD 59 (TEBU SOD-110) et anti-human-CD59-FITC 

30 (Biosciences 555763) selon les indications du fournisseur. Uanalyse des echantillons est 
realisee par cytometrie (cytometre FACSCAN, logiciel Cell Quest ; Becton-Dickinson) sur 
la population totale. Les statistiques sont realisees sur 10 000 cellules de chaque 
echantillon. Les resultats sont exprim6s en intensite de fluorescence (IF) correspondant a 
la quantite relative de chaque marqueur par cellule dans une population totale de 10 000 

35 cellules analysees. 
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II. R 'sultats: 

2.1) Etude de cDNA macroarrav 



Resultats sur culture de keratinocytes humains (intensite de signal) 



Produit teste 


Cellules 
Temoin 


Cellules 

exposees a 
I'extrait 


Comparaison entre cellules 
temoin et cellules 
exposees a (en %) 


Extrait de V. filiformis a 
0,1% 


13.1 


39.3 


495 (x 4.95) 



On constate que la population cellulaire constitute de keratinocytes exposee a I'extrait de 
bacterie filamenteuse non photosynthetique non fructifiante produit significativement plus 
d'ARNm de CD59 que la population temoin (environ 5 fois plus). 



2.2) Etude de Q RT-PCR 

Les resultats ci-dessous sont ceux obtenus sur culture de keratinocytes humains. 



Resultats sur la CD59 



Traitement 


Cycles 
Actine 


Cycles 
CD59 


RE*Actine 
(UA) 


RE* CD59 
(UA) 


CD59/ 
Actine 


% Temoin 


Temoin 


16.30 


19.82 


12.31 


1.12 


0.091 


100 


16.32 


19.71 


ViFi 


17.45 


19.86 


5.55 


1.01 


0.181 


199 


17.47 


19.99 



(ViFi : Vitreoscilla filliformis) . ... .. 

RE : expression relative exprimee eri unites arbitraires. 

Ces resultats confirment que I'extrait ViFi induit d'un facteur 2 la production de la CD59 



2.3) Etude de cvtometrie de flux 

Effet du traitement sur la quantite relative de CD59: les resultats ci-dessous sont ceux 
obtenus sur culture de keratinocytes humains. 
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Quantite relative de CD 59 dans des keratinocytes temoins et dans des keratinocytes 
traites par I'extrait (0.1 %, p/v) pendant 48 heures. 



Traitement 


Intensite Fluo 


% 


Temoin 


114.4 


100 


Extrait ViFi 


207.7 


182 



(ViFi: Vitreoscilia filliformis) 



Dans les conditions experimental, I'extrait teste a stimule nettement ^expression de la 
proteine CD59 (x1 .8). 



Exemple 2: augmentation de la synthese de CD59 par des extraits de 
10 Ginseng 

L'etude est realisee sur des fibroblastes normaux humains. Les fibroblastes dermiques 
sont cultives en milieu DMEM (Life Technology, ref. 21969035) contenant de la L- 
giutamine (2 mM, Life Technology, ref. 25030024), de la penicilline a 50 Ul/ml et 
15 streptomycine a 50 ^ig/ml (Life Technology, ref. 15070063) et du serum de veau foetal a 
1% (v/v, Life Technology, ref. 10106151). 

Une fraction d'un extrait de racines de Panax notoginseng (San Qi) ne comprenant que 
les saponines est testee pour son activite selon le protocole decrit a I'exemple precedent 
par la technique de cDNA array sur fibroblastes. On teste 6galement les deux saponines 
20 principales de I'extrait. 

Les produits sont les suivants: 

1- une fraction d'un extrait de Panax notoginseng (San Qi) comprenant 6 ginsenosides 
dans les proportions suivantes: 

25 • Ginsenoside Rb1 : 43% 

• Ginsenoside Rb2 : 1 % 

♦ Ginsenoside Rc : traces 

• Ginsenoside Rd : 13 % 

* Ginsenoside Re : 9 % 
30 a Ginsenoside Rg1 : 33 % 

2- le Ginsenoside Rb1 (fournisseur Extrasynthese) 

3- le Ginsenoside Rg1 (fournisseur Extrasynthese) 

Tous les produits sont testes a une concentration finale de 1 5 microgrammes/ml 
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Les resultats sont rapportes dans le tableau suivant: 



Produit teste 


Fibroblastes 
temoin (RE) 


Fibroblastes 
exposes a 
I'extrait (RE) 


Comparaison de la 
population temoin et de la 
population exposee a 
I'extrait (en %) 


San Qi 


6.1 


13.0 


214 


Rb1 


6.1 


13.8 


227 


Rq1 


6.1 


16.8 


277 



Uextrait total de ginseng et les ginsenosides Rb1 et Rg1 modifient de fagon significative 
5 I'expression des ARN messagers codant pour la proteine CD59. 

Idealement, si Ton veut stimuler a la fois les keratinocytes et les fibroblastes cutanes a 
produire de la Protectin ou un precurseur de Protectin, on combinera le San Qi ou ses 
ginsenosides (actifs sur fibroblastes ) avec I'extrait de Vitreoscilla filiformis (plutot actif sur 
10 les keratinocytes). 

Exemple 3: Formulation pour application sur le cuir chevelu 

Lotion non rincee 

1 5 Extrait de Vitreoscilla filiformis 

Aminexil 
Propylene glycol 
Ethanol 95° 
Eau purifiee 

20 

Lotion non rincee 



Extrait de Vitreoscilla filiformis 0,1 g 

Extrait de San Qi 0,1 g 

Propylene glycol 22,8 g 

25 Ethanol 95° 55,1 g 

Eau purifiee qsp 100 g 



0,2 g 
1,5g 
22,8 g 
55,1 g 
qsp 100 g 
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Lotion anti-chute 

Extrait de Vitreoscilla filiformis 0,1 g 

Minoxidil 2 g 

Propylene glycol 22,8 g 

5 Ethanol 95° 55,1 g 

Eau purifiee qsp 100 g 



Exemple 4: Creme regeneratrice 

10 

- Extrait de Vitreoscilla filiformis de I'exemple 1 (extrait lyophilise) 

- extrait de San Qi 

- Carbomer 940® (acide polyacrylique reticule) 

- Triethanolamine 
15 - Acide stearique 

- Alcool cetylique 

- Monostearate de glycerol autoemulsionnable 

- Huile de soja 

- Alcool de lanoline 
20 - Myristate d'isopropyle 

- 2-ethylhexanoate de cetyle et de stearyle 

- Perhydrosqualene 

- Paraffine 

- Glycerine 
25 - Conservateurs 

- Eau 

Pour preparer cette creme, on chauffe la phase aqueuse contenant la glycerine, les 
conservateurs et Peau a 80°C ; on y disperse le Carbomer 940 qui est ensuite neutralise 
30 par la triethanolamine. La phase grasse, chauffee et homogeneisee a 80°C, est introduite 
sous vive agitation dans la phase aqueuse. Uextrait de I'exemple est disperse dans 10 g 
d'eau et introduit a 40°C dans la cr£me, sous agitation. L'ensemble est refroidi jusqu'a 
temperature ambiante. 

Cette creme est appliquee sur la peau du visage et du cou une a deux fois par jour. 

35 



0,1 % 
0,05 % 
0,3 % 
0,3 % 
3,0 % 
2,0 % 
3,0 % 

10,0% 
2,0 % 
4,0 % 
4,0 % 
3,0 % 
2,0 % 
3,0 % 
0,3 % 

qsp 100 
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Exemple 5 - Creme de soin d 1' 'rvtheme solaire (emulsion huile-dans-eaiO 


Extrait de I'exemple 1 (extrait lyophilisee ) 


0,75 % 


Stearate de glycerol 


2,00 %. 


Polysorbate 60 (Tween 60 vendu par la societe ICI) 


1 ,00 % 


Acide stearique 


1,40% 


Acide glycyrrhetinique 


2,00 % 


Triethanolamine 


0,70 % 


Carbomer 


0,40 % 


Fraction liquide du beurre de karite 


12,00% 


Huile de tournesol 


10,00% 


Antioxydant 


0,05 % 


Parfum 


0,50 % 


Conservateur 


0,30 % 


Eau 


qsp 100% 



15 



1er depot 



Modifiee le 13/01/03 



26 

Revendications 

1 . Utilisation d'au moins un activateur de la production de Protectin ou d'un precurseur de 
Protectin (CD59) dans une composition cosmetique ou pour la preparation d'une 

5 composition destinee a limiter les effets secondaires de Pactivation du complement sur la 
peau, les muqueuses et/ou le cuir chevelu. 

2. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que la composition est destinee 
a etre appliquee sur la peau, les muqueuses et/ou le cuir chevelu.. 

10 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2 caracterisee en ce que Pactivateur ou 
la composition sont destines a renforcer la resistance de la peau et/ou des follicules 
pileux. 

15 4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3 caracterisee en ce que la composition 
est une composition apaisante et/ou anti-irritante. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1a 4, caracterisee en ce que Pactivateur ou la 
composition sont destines a prevenir, diminuer ou traiter Perytheme, en particulier 

20 Perytheme solaire. 

6. Utilisation selon Pune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que Pactivateur ou 
la composition sont destines a traiter les peaux acneiques et seborrheiques. 

25 7. Utilisation selon Pune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que Pactif ou la 
composition sont destines au traitement des peaux sensibles. 

8. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que Pactivateur ou la 
composition sont destines a prevenir ou diminuer la canitie. 

30 

9. Utilisation selon la revendication 1 caracterise en ce que la composition est destinee 
au traitement d'au moins une affection choisie parmi Pherpes, le psoriasis, Pallergie, la 
dermatite seborrheique, les affections provoqu6es par Pityrosporum ovale, Purticaire et 
les dereglements du systeme d'activation du complement. 

35 
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Revendications 

1. Utilisation d'au moins un activateur de la production de Protectin ou d'un precurseur de 
Protectin (CD59) dans une composition cosmetique ou pour la preparation d'une 

5 composition destinee a limiter les effets secondaires de Pactivation du complement sur la 
peau, les muqueuses et/ou le cuir chevelu. 

2. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que la composition est destinee 
a etre appliquee sur la peau, les muqueuses et/ou le cuir chevelu.. 

10 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2 caracterisee en ce que Pactivateur ou 
la composition sont destines a renforcer la resistance de la peau et/ou des follicules 
pileux. 

15 4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3 caracterisee en ce que la composition 
est une composition apaisante et/ou anti-irritante. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que Pactivateur ou 
la composition sont destines a prevenir, diminuer ou traiter Perytheme, en particulier 

20 Perytheme solaire. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que Pactivateur ou 
la composition sont destines a traiter les peaux acneiques et seborrheiques. 

25 7. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que Pactif ou la 
composition sont destines au traitement des peaux sensibles. 

8. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que Pactivateur ou la 
composition sont destines a prevenir ou diminuer la canitie. 

30 

9. Utilisation selon la revendication 1 caracterise en ce'que la composition est destinee 
au traitement d'au moins une affection choisie parmi Pherpes, le psoriasis, Pallergie, la 
dermatite seborrheique, les affections provoquees par Pityrosporum ovale, Purticaire et 
les dereglements du systeme d'activation du complement. 

35 
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10. Utilisation d'au moins un compose choisi parmi les extraits de bacteries, en particulier 
de bacteries filamenteuses non photosynthetiques, les extraits de ginseng, en particulier 
les saponines et les ginsenosides, leurs derives et leurs melanges pour la preparation 
d'une composition destinee a stimuler la production de Protectin ou d'un precurseur de 

5 Protectin par les cellules cutanees. 

1 1 . Composition cosmetique, dermato-cosmetique ou dermatologique caracterise en ce 
qu'elle contient au moins un activateur de la production de Protectin ou d'un precurseur 
de Protectin, a la condition que si Pactivateur est un extrait total de Vitreoscilla filiformis, il 

10 est associe a au moins un autre activateur de la production de Protectin ou precurseur de 
Protectin. 

12. Composition selon la revendication 11, caracterisee en ce que I'activateur de la 
production de Protectin ou d'un precurseur de Protectin est choisi dans le groupe 

15 comprenant: les extraits de bacteries, en particulier de bacteries filamenteuses non 
photosynthetiques, les extraits de ginseng, en particulier les saponines et les 
ginsenosides, leurs derives et leurs melanges. 

13. Composition selon Tune des revendications 11 ou 12, caracterisee en ce qu'elle 
20 contient au moins un activateur de la production de Protectin ou d'un precurseur de 

Protectin par les keratinocytes, associe a au moins un activateur de la production de 
Protectin ou d'un precurseur de Protectin par les fibroblastes. 

14. Composition selon la revendication 13 caracterise en ce que I'activateur de la 
25 production de la Protectin ou de precurseur de Protectin par les keratinocytes est choisi 

parmi les extraits de bacteries filamenteuses non photosynthetiques et I'activateur de 
production de Protectin ou de precurseur de Protectin par les fibroblastes est choisi dans 
le groupe comprenant les extraits de Panax ginseng, Panax notoginseng, Panax 
quinquefolium et Panax japonicus. 

30 

15. Composition selon Tune des revendications 11 a 14 caracterisee en ce qu'elle est 
sous forme d'une solution ou lotion aqueuse ou hydro alcoolique, d'une suspension ou 
dispersion aqueuse, hydro alcoolique ou huileuse, d'une emulsion huile/eau, d'une 
Emulsion eau/huile, d'un gel , de consistance liquide, pateuse, semi solide ou solide 



35 
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10. Utilisation d'au moins un compose choisi parmi les extraits de bacteries, en particulier 
de bacteries filamenteuses non photosynthetiques, les extraits de ginseng, en particulier 
les saponines et les ginsenosides, leurs derives et leurs melanges pour la preparation 
d'une composition destinee a stimuler la production de Protectin ou d'un precurseur de 
Protectin par les cellules cutanees. 

11. Composition cosmetique, dermato-cosmetique ou dermatologique caracterise en ce 
qu'elle contient au moins un activateur de la production de Protectin ou d'un precurseur 
de Protectin, a la condition que si I'activateur est un extrait total de Vitreoscilla filiformis, il 
est associe a au moins un autre activateur de la production de Protectin ou precurseur de 
Protectin. 

12. Composition selon la revendication 11, caracterisee en ce que I'activateur de la 
production de Protectin ou d'un precurseur de Protectin est choisi dans le groupe 
comprenant: les extraits de bacteries, en particulier de bacteries filamenteuses non 
photosynthetiques, les extraits de ginseng, en particulier les saponines et les 
ginsenosides, leurs derives et leurs melanges. 

13. Composition selon I'une des revendications 11 ou 12, caracterisee en ce qu'elle 
contient au moins un activateur de la production de Protectin ou d'un precurseur de 
Protectin par les keratinocytes, associe a au moins un activateur de la production de 
Protectin ou d'un precurseur de Protectin par les fibroblastes. 

14. Composition selon la revendication 13 caracterise en ce que I'activateur de ia 
production de la Protectin ou de precurseur de Protectin par les keratinocytes est choisi 
parmi les extraits de bacteries filamenteuses non photosynthetiques et I'activateur de 
production de Protectin ou de precurseur de Protectin par les fibroblastes est choisi dans 
le groupe comprenant les extraits de Panax ginseng, Panax notoginseng, Panax 
quinquefolium et Panax japonicus. 

15. Composition selon Tune des revendications 11 a 14 caracterisee en ce qu'elle est 
sous forme d'une solution ou lotion aqueuse ou hydro alcoolique, d'une suspension ou 
dispersion aqueuse, hydro alcoolique ou huileuse, d'une emulsion huile/eau, d'une 
emulsion eau/huile, d'un gel , de consistance liquide, pateuse, semi solide ou solide 
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16. Composition selon Tune des revendications 11 a 15, caracterise en ce qu'elle 
comprend des microspheres et/ou des nanospheres. 

17. Composition selon I'une'des revendications 11 a 16, caracterisee en ce qu'elle 
5 comprend au moins un actif a effet irritant. 

18. Composition selon la revendication 17 caracterisee en ce que I'actif a effet irritant est 
choisi dans le groupe comprenant : les a-hydroxy-acides en particulier glycolique, 
lactique, malique, citrique, tartrique, mandelique , les p-hydroxy-acides (acide salicylique 

10 et ses derives), les a-ceto-acides, les p-ceto-acides, les retinoides tels que retinol et ses 
esters, retinal, acide retinoTque et ses derives, les anthralines tel que le dioxyanthranol, 
les anthranoTdes, les peroxydes, le minoxidil, les sels de lithium, les antimetabolites, la 
vitamine D et ses derives, les teintures ou colorants capillaires tels que 
paraphenylenediamine et ses derives, les aminophenols, les solutions alcooliques 

15 parfumantes, les agents antitranspirants, certains sels d'aiuminium, les actifs depilatoires 
ou de permanentes, les depigmentants, les actifs anti-poux. 

19. Procede de selection d'un produit capable de proteger les membranes cellulaires, 
caracterise en ce qu'il comporte une etape consistant a mettre le produit a tester en 

20 contact avec des cellules cutanees et a comparer le taux de Protectin, ou de precurseur 
de la Protectin, produit par lesdites cellules cutanees avec le taux de production de 
cellules cutanees temoin n'ayant pas ete en contact avec le produit a tester. 

20. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il permet de selectionner des 
25 produits a effets anti-irritants. 

21. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il permet de selectionner des 
extraits cellulaires enrichis en activite protectin comme par exemple des . tapis 
epidermiques utilisables comme greffes de peaux mieux tolerees. 

30 

4 

22. Procede cosmetique pour ameliorer la resistance de la peau aux effets de I'activation 
non specifique du complement, caracterise en ce qu'on applique topiquement au moins 
un activateur de la production de Protectin ou de precurseur de Protectin, susceptible 
d'etre obtenu par le procede selon Tune des revendications 19 ou 20. 
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ou de permanentes, les depigmentants, les actifs anti-poux. 

19. Procede de selection d'un produit capable de proteger les membranes cellulaires, 
susceptible d'etre utilise selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'il 

20 comporte une etape consistant a mettre le produit a tester en contact avec des cellules 
cutanees et a comparer le taux de Protectin, ou de precurseur de la Protectin, produit par 
lesdites cellules cutanees avec le taux de production de cellules cutanees temoin n'ayant 
pas ete en contact avec le produit a tester. 

25 20. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il permet de selectionner des 
produits a effets anti-irritants. 

21. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il permet de selectionner des 
extraits cellulaires enrichis en activite protectin comme par exemple des tapis 

30 epidermiques utilisables comme greffes de peaux mieux tolerees. 

22. Procede cosmetique pour ameliorer la resistance de la peau aux effets de I'activation 
non specifique du complement, caracterise en ce qu'on applique topiquement au moins 
un activateur de la production de Protectin ou de precurseur de Protectin, susceptible 

35 d'etre obtenu par le procede selon Tune des revendications 19 ou 20. 
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